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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Selfpriming - ein einfaches und schnelles Verfahren zur Amplifikation von nicht charakterisierten 
DNA-Abschnitten 
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® Die Amplifikation von Sequenzen, fur die nur eine flankie- 
rende Seite bekannt ist, ist mit Hilfe der PCR bisher mit 
groSen Problem en belastet. 

Das neue Verfahren soil eine ausreichende, rasche, einfache 
und kostensparende Vervieifaltigung solcher Gensequenzen 
eriauben. 

Dies wird moglich unter Verwendung eines spezifischen 
Primers (3) und der Ausnutzung der tempereturabhangigen 
Biidung von Hasrnadelstrukturen (4) bei der Zweitstrangsyn- 
these. Ausgehend von etnem Primer (3) fur die bakannte 
Sequenz (1) wird in die unbekannte Sequenz (2) syntheti- 
siert, und durch die entsprechende Temperatur der Um- 
schlag und die Rucksynthese bis in die Primerregion (5) 
, gefordert. 

AnschlieBend kann eine konventionelte Amplifikation mit 
J dem einen Primer durchgefuhrt werden. 

Die Amplifikate konnen mit Hilfe des zyklischen Sequenzie- 
rungsverfahrens analysiert warden. 
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Die Polymerase Ketten Reaktion (PCR) ist innerhalb 
der letzten Jahre zu einem der am haufigsten angewen- 
deten Verfahren in der Molekulargen tik geworden, urn 
defimerte Genabschnitte soweit zu amplifizieren, daB an 
lhnen weitere Analysen z. B. Sequenzanalysen durchge- 
ull rden k6nnen - D ^ses Verfahren benotigt zur 
DurcnfQnrung die Kenntnis zweier kurzer Genabschnit- 
te am Anfang und am Ende der Zielsequenz. Haufig ist 
jedoch nur eme benachbarte Gensequenz bekannt, wie 
etwa bei der Analyse umgelagerter Genabschnitte z. B. 

F? ab,en u Sec IV e / l2en der Antigenrezeptorgene. 

Es wurde versucht, solche Sequenzen mit Hilfe von fa- 
milienspezifischen Primern oder degenerierten Primern 
K?^ t 1 > V nerican Journal of Pathology" 1993, VoL 
143 No. 1, Seite 230-239) zu amplifizieren oder durch 
Ajiheften synthetischer Sequenzen in der Anchored- 
PCR (Zeitschnft "Science" 1989, VoL 243 Seite 

^ der PanhandIe genannten Methode 20 
(Zeitschnft Nucleic Acids Research" 1992, Vol. 20 No 
3, Seite 595-600), bei der es zur Bildung einer Schleife 
kommt 

Mit alien diesen Methoden wird versucht das Pro- 
blem zu I6sen, daB sich solche Genabschnitte der gangi- « 
gen Vermehrung durch die PCR entziehen, weU nur eine 
flankierende Seite und nicht die Anfangs- und Endse- 
quenz bekannt sind. 

«..S5f? , Pr °xi em W ^ d ^ urch die im Patentanspruch 
aufgefuhrten Merkmale besonders schnell und einfach 
gelost 

Die mit der Erfindung erzielten Vorteile bestehen ins- 
r?K S T° A nd Y e d / rin * daB die AmpHfikation, fur die von der 
DNA oder der mRNA ausgegangen werden kann, spe- 
zifisch mittels nur eines spezifischen Primers, einfach 
schnell, kostengunstig (Personal- und Materialkosten) 
und ohne Klonierung (Voraussetzung SI Sicherheitsbe- 
reich) moghch ist. 

Ein Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung ist in der 
Zeichnung dargestellt und wird im folgenden naher be 
schneben. 
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ErststrangcDNA 
10 x Puffer 

(1 88 mM Tris-HCl pH 83; 900 mM KC1; 
46mMMgCl 2 ;37,5mMDithi threitol) 
5 lOmMdNTP Mix 

steriles DEPC-Aqua dest 
E coli DNA Polymerase 1(15 U/ml) 
Inkubation 2 h bei ca. 20° C — 37° C 
, 0 5Min.90°Q4°C 

3. AnschluB Amplifikation (PCR) 

WeiterfOhrend ist eine Amplifikation mit diesem ei- 
nen Primer allein mdglich. 

Aqua dest 
10 x Puffer 

(100 mM Tris-HCl pH 8,3; 500 mM KC1) 
l^mMMgCb 
1,25 mM dNTP Mix 

1 spez. an liegender Primer (0,1 u.M) 
Doppelstrang cDNA 
Taq Polymerase (5 U/ml) 

30Zyklen:95°C 1 Min;65°C 1 Min;72°C 

2 Mm. 
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16 uJ 



ini 

0,5 ul 
ad 100 a\ 
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Beispiel 

Vorschrift fur die mRNA (Fig. 1 a FIuBdiagramm) 45 

1. Erststrangsynthese 

Die Synthese einer cDNA durch die reverse Trans- 
ition einer mRNA wird nach Standardvorschrift 50 
durchgefuhrt, wobei ein spezifischer, zur amplifizieren- 
den Sequenz benachbarter Primer (3) verwendet wird 

2. Zweitstrangsynthese (Haarnadelstruktur) 

i C ?^ r Z * eit . stran g wird ublicherweise bei maximal 
p s vnthetlsier t> urn sogenannte "Haarnadelstruktu- 
ren (4) zu vermeiden. Im Gegensatz dazu, machen wir 
uns dieses Verhalten zunutze und lassen diese Reaktion 
bei ca. 20°C-37°C ablaufen. 
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Fur jede Zielsequenz/Primer Konstellation ist eine 
?ch^ im,erUng Am P lifi ^ationsbedingungen unerlaB- 

Das entstehende spezifische Produkt kann anschlie- 
Bend mit dem gleichen spezifisch anliegenden Primer 
sequenziert werden, am besten mit einer Cycle Sequen- 
cing Reaktion. 9 4 

Patentanspruch 

Selfpriming — Ein einfaches und schnelles Verfah- 

^Krf Ur L Amplifikation von nicht charakterisierten 
DNA Abschnitten, dadurch gekennzeichnet, 

- daB bei der Zweitstrangsynthese durch Be- 
vorzugung der Haarnadelstruktur (4) des neu- 
gebildeten DNA Stranges in einem bestimm- 
tenTemperaturbereich (ca. 20°C— 37° C), 

- dieser bis zur Anfangssequenz, entspricht 
der Pnmerregion (5), zurficksynthetisiert wird 
und dadurch 

- eine Amplifizierung der Zielsequenz mit 
nur einem benachbarten spezifischen Primer 
erreicht wird 

Dieses ermoglicht es in einem zeit- und kostenspa- 
renden Verfahren ohne vorausgehendes Klonieren 
eine ausreichende Menge eines spezifischen DNA 
Abschnittes fur die Sequenzanalyse herzustellen. 

Hierzu 2 Seite(n) Zeichnungen 
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ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: . DE44 38 630 A1 

Int. CI. 6 : C12P 19/34 

Offenlegungstag: 2. Mai 1996 



Fig-ia Selfpriming 

y- ^- 1 — mRNA 
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1. Erststrangsynthese (Reverse Transkription) 



5^- : -J 3- mRNA 

3- ■ : — 1 h V cDNA 



2. Zweitstrangsynthese (Haarnadelstruktur) 

5^ 1 y mRNA 
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